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1 ZUSAMMENFASSUNG
1 Zusammenfassung
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit immunhistoochemischen Methoden sowie Western
Blot und Surface enhanced laser desorption ionization time of flight Massenspektrometrie
die topografische Verteilung von Sex-Hormone-Binding-Globulin im Hypothalamus des Men-
schen zu untersuchen.
Sex-Hormone-Binding-Globulin ist ein Bindungsprotein fu¨r Dihydrotestosteron und Te-
stosteron und wird u¨berwiegend in der Leber produziert. Intrinsische Produktion von Sex-
Hormone-Binding-Globulin wurde auch in Hoden, Ovar, Nebenniere und Prostata beob-
achtet. Neuere Untersuchungen gaben auch Hinweise fu¨r die Expression von Sex-Hormone-
Binding-Globulin im zentralen Nervensystem. Sex-Hormone-Binding-Globulin ist mo¨glicher-
weise fu¨r nicht genomische Regulationsmechanismen von Steroidhormonen mitverantwort-
lich.
Fu¨r die immunhistochemischen Untersuchungen von menschlichem Hypothalamuspro-
ben wurden Paraffinschnitte und hochspezifische monoklonale Antiko¨rper verwendet. Fu¨r
die biochemischen Untersuchungen wurden Hypothalamusanteile mikrodisseziert, homoge-
nisiert und affinita¨tschromatographisch aufgereinigt. Western Blot und Surface enhanced
laser desorption ionization time of flight Massenspektrometrie wurden fu¨r die Proteinanaly-
tik herangezogen.
Spezifische Immunreaktivita¨t fu¨r Sex-Hormone-Binding-Globulin wurde in magnozel-
lula¨ren Anteilen des Nucleus supraopticus, in der Area hypothalamica anterior, in der peri-
fornikalen Region und im bed Nucleus stria terminalis nachgewiesen. Parvozellula¨re Neurone
im Nucleus paraventricularis, im Nucleus suprachiasmaticus und im Nucleus arcuatus zeig-
ten ebenfalls spezifische Fa¨rbungen. Eine Teilklasse der Epithelzellen im Ependym und im
Plexus choroideus fa¨rbten sich mit Anti-Sex-Hormone-Binding-Globulin. Fasern ließen sich
im Infundibulum, der Eminentia mediana und dem Fornix anfa¨rben. Im Western Blot wur-
den bei Proben von humanem Hypothalamus Banden bei ca. 50 und 35 Kilodalton gefunden.
Dieses Molekulargewicht wurde durch die Surface enhanced laser desorption ionization time
of flight Massenspektrometrie mit einem Peak bei 49600 Dalton besta¨tigt. A¨hnliche Pro-
teinmassen wurden in der Zerebrospinalflu¨ssigkeit und im Plexus choroideus gefunden. Sie
unterschieden sich deutlich von dem im Blutplasma nachgewiesenem Sex-Hormone-Binding-
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Globulin welches ein Molekulargewicht von 53900 Dalton hatte. In der Kontrolle war dieser
Peak nicht vorhanden.
Die vorliegende Untersuchung ist die erste topographische Lokalisation von Sex-Hormone-
Binding-Globulin im Hypothalamus des Menschen. Sie besta¨tigt die endogene Expression,
a¨hnlich, wie sie schon bei der Ratte nachgewiesen wurde. Fru¨here Kolokalisationsstudien
zeigten, dass Sex-Hormone-Binding-Globulin mit Neurohormonen wie Vasopressin und Oxy-
tocin koexprimiert wird und im hypothalamo-neurohypophysa¨ren System funktionell rele-
vant sein du¨rfte. Die Lokalisation in den verschiedenen neuroendokrinen Kerngebieten legt
unterschiedliche Funktionen nahe. Neben einer Bedeutung als Neurohormon ko¨nnte Sex-
Hormon-Binding-Globulin auch als Neurotransmitter, als hypophyseotroper Faktor oder als
Liquorprotein bedeutsam sein.
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2 Einleitung
2.1 Hypothalamus
Der Hypothalamus ist Teil des Diencephalons (Zwischenhirn), neben Subthalamus, Thalamus
und Epithalamus. Das Diencepalon umschließt mit seinen Bestandteilen den III. Ventrikel,
an dessen Wand auch einige Neuroha¨malorgane, die sog. zirkumventrikula¨ren Organe (ZVO)
liegen. Sie haben eine besonders enge funktionelle Beziehung zum Hypothalamus.
Der Hypothalamus besteht aus Gruppen von Neuronen und Fasersystemen im Boden der
unteren Abschnitte der Seitenwa¨nde des III. Ventrikels. Der vordere Anteil, die sog. Area
preoptica geho¨rt entwicklungsgeschichtlich zum Telencephalon, wird aber wegen der engen
topographischen und funktionellen Beziehungen zum Hypothalamus gerechnet. Ausgedehn-
te reziproke Verbindungen der Kerne des Hypothalamus bestehen zu telenzephalen, anderen
dienzephalen Arealen und zum Hirnstamm.
Obwohl der Hypothalamus mit 4-5 g nur weniger als 1% des Hirngewichts ausmacht, ist
seine Bedeutung herausragend: er integriert u¨ber seine Systeme vor allem jene autonomen
und endokrinen Mechanismen und Verhaltensweisen, die fu¨r die Aufrechterhaltung basaler
Ko¨rperfunktionen (Flu¨ssigkeits- und Elektrolythaushalt, Nahrungsaufnahme, Thermoregu-
lation, Biorhythmen, Bewa¨ltigung von Stress, Arterhaltung) notwendig sind.
2.2 Plexus choroideus
Der Plexus choroideus liegt in den inneren Liquorra¨umen, die von Gehirn und Ru¨ckenmark
umfasst werden. Zu den inneren Liquorra¨umen geho¨ren die Seitenventrikel (Ventriculi la-
terales), der III. Ventrikel, der IV. Ventrikel und der Zentralkanal. Die Liquorra¨ume sind
hauptsa¨chlich ausgekleidet mit einem einfachen zumeist kubischen Flimmerepithel, dem
Ependym. Das Plexusepithel leitet sich vom Ependym ab und ist besonders transporta-
tiv.
Die Plexus choroidei u¨berbru¨cken die Fissurae choroideae der Seitenventrikel, das Dach des
III. Ventrikels und große Abschnitte des IV. Ventrikels.
Die Plexus bestehen aus einer Lamina epithelialis (Plexusepithel) und einer Lamina propria
(Tela choroidea). Die streifenfo¨rmigen Befestigungszonen der Plexus in der Pia der angren-
zenden Hirnabschnitte werden als Taeniae choroideae bezeichnet. Die Tela choroidea ist ein
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stark kapillarisierter, spezialisierter Abschnitt der Pia mater. Die Oberfla¨che der Plexus ist
durch Zotten und Falten stark vergro¨ßert. Sie sind die Hauptproduktionssta¨tte des Liquor
cerebrospinalis.
2.3 Blut-Hirn-Schranke und Liquor cerebrospinalis
Die Blut-Hirn-Schranke stellt eine Permeabilita¨tsbarriere fu¨r Makromoleku¨le aus dem Blut-
kreislauf im ZNS dar. Sie ist charakterisiert durch tight junctions der Gefa¨ßendothelien des
ZNS. Die Blutgefa¨ße des Plexus choroideus haben allerdings fenestrierte Endothelien, die
Plexusepithelzellen sind ihrerseits durch tight junctions verbunden (Brightman und Reese
1969). Die interzellula¨re Diffusion von Substanzen wird verhindert, jedoch erfolgt transzel-
lula¨rer Transport.
Die in den hypothalamischen Systemen produzierten Hormone werden entweder in Neu-
roha¨malorgane, in die portale oder die systemische Zirkulation sezerniert, in extrazellula¨re
Spalten u¨ber das Ependym in den Liquor abgegeben oder sie werden direkt von sogenannten
Liquorkontaktneuronen (Vigh-Teichmann et al. 1970) in den Liquor sezerniert.
Zu 70% wird der Liquor cerebrosoinalis vom Plexus choroideus produziert, der aus ein-
schichtigem kubischen Epithel mit Mikrovilli und tight junctions besteht. Die u¨brigen 30%
kommen durch kapilla¨re Ultrafiltration und metabolische Wasserproduktion zustande (Sato
und Bering 1967).
2.4 Neuroendokrine Systeme des Hypothalamus
2.4.1 Anatomie des Hypothalamus
Seit Anfang des 20. Jahrhunderts gibt es Bemu¨hungen, die Regionen des menschlichen Hy-
pothalamus zu kartographieren, und die zellula¨re Architektur zu untersuchen. Da es sich
bei dem zu untersuchenden Material um in begrenzter Menge vorhandenes menschliches
Gewebe handelt, das sich durch große Variationsbreite der Schnittebenen und durch lan-
ge post-mortem Zeit auszeichnet, existieren noch Diskrepanzen zwischen den Beobachtun-
gen der untersuchenden Forschungsgruppen. Brockhaus 1942 und Braak und Braak 1987
bescha¨ftigten sich intensiv mit diesem Thema und erforschten mittels Nisselfa¨rbung und
pigmento-architektonischer Analysen die Kernkonfigurationen der Zellen im Hypothalamus
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(Brockhaus 1942, Braak 1987). Exakte Beschreibungen der Nuclei im Hypothalamus des
Menschen und deren Transmitterspezifita¨t wurden von zahlreichen Gruppen untersucht.
Der Hypothalamus wurde von Braak und Braak 1987 in drei Hauptregionen in rostro-
caudaler Richtung unterteilt:
• Die pra¨optische/chiasmatische Region, vor und u¨ber dem Chiasma opticum,
• die intermedia¨re (tuberale) Region, die kegelfo¨rmig den Eingang in den Recessus in-
fundibuli umgibt und bis zur Neurohypophyse reicht, und
• die posteriore (mammilla¨re) Region, die von den Corpora mammillaria dominiert wird
und an das Tegmentum mesencephali grenzt. (Benninghoff 2004)
Außerdem definierte Brockhaus 1942 drei weitere Zonen in medio-lateraler Richung:
• Die periventrikula¨re Zone, die an den III. Ventrikel heranreicht,
• die mediale Zone, die sich lateral der periventrikula¨ren Zone anschließt und endokrine
Neurone aufweist, und
• die laterale Zone mit der lateralen preoptischen Region und dem Nucleus tuberalis
lateralis.
Die auf der na¨chsten Seite dargestellten acht Abbildungen (Abb. 1) des menschlichen Hypo-
thalamus veranschaulichen die Lage und Beziehungen der Kerngebiete des Hypothalamus.
Es ist jeweils die rechte Seite dargestellt.
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Abbildung 1: Nuclei und Areae des Hypothalamus (Quelle: Benninghoff 2004)
Blau: pra¨optische/chiasmatische, rot: intermedia¨re, gru¨n: posteriore Region, hellere Farbto¨ne: mehr
medial, dunklere: mehr lateral gelegene Nuclei und Areae. Dunkelgrau: laterale hypothalamische
Areae.
(b) bis (e) zeigen die Ausdehnung der Nuclei und Areae in den Frontalschnitten (f) bis (i) durch
den menschlichen Hypothalamus, etwa in den angegebenen Schnittebenen.
AHA: Area hypothalamica anterior; AHL: Area hypothalamica lateralis; AHP: Area hypothalamica
posterior; APL: Area preoptica lateralis; APM: Area preoptica medialis; ARC: Ncl. arcuatus; CA:
Commisura anterior; CI: Capsula interna; CM: Copora mammillares; CO: Chiasma opticum; DM:
Ncl. dorsomedialis; FMP: Fasciculus mammillaris princeps; FO: Fornix; GPm: Globus pallidus
medialis; INAH: Ncll. interstitiales hypothalami anteriores; NCP: Ncl. campi perizonalis; PeV:
Ncll. periventriculares; PV: Ncl. paraventricularis hypothalami; SC: Ncl. suprachiasmaticus; SO:
Ncl. supraopticus; TL: Ncll. tuberales lateralis; TM: Ncl. tuberomammillaris; TO: Tractus opticus;
VM: Ncl. ventromedialis; III: dritter Ventrikel
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Der Hypothalamus ist die Schnittstelle zweier wichtiger Kommunikationssysteme des
menschlichen Ko¨rpers: das endokrine System und das Nervensystem. Durch die Koordina-
tion beider Systeme in ihrer Aktivita¨t bei komplexen Regulationsvorga¨ngen des Ko¨rpers
(Thermo- und Blutdruckregulation, Energie- und Flu¨ssigkeitshaushalt, u.a.) sorgt er fu¨r die
optimalen Funktionsbedingungen der Organe.
Das neuroendokrine System des HT besteht aus Neuronen, die Hormone produzieren (Calas
et al. 1994), sie in das Blut abgeben und so Organsysteme beeinflussen. Der biologische Ef-
fekt und vegetative und somatische Reize werden direkt oder indirekt an den HT u¨bermittelt
(Elman und Breier 1997) (durch Blutosmolalita¨t, Hormonkonzentration im Blut, etc.) und
beeinflusst damit die Aktivita¨t der endokrinen und nicht-endokrinen Neurone. Zusa¨tzlich
besitzt der HT weitreichende neuronale Verbindungen im ZNS. Die funktionelle Bedeutung
von Neuropeptiden im Liquor ist noch weitgehend unklar.
2.4.2 Parvozellula¨res neurodendokrines System
Im parvozellula¨ren Anteil des PVN in den periventrikula¨ren Nuclei, im Organum vasculosum
der Lamina Terminalis OVLT, im Ncl arcuatus, im Ncl. supra- und retrochiasmaticus und
in den Ncll. ventro- und dorsomedialis liegen kleine neuroendokrine Neurone, (Lechan et al.
1982, Sawchenko und Swanson 1982). Diese produzieren unter anderem Releasing- und Inhi-
bitingfaktoren fu¨r den Hypophysenvorderlappen, die die Freisetzung von Hormonen fo¨rdern
oder hemmen. Wichtige Steuerhormone sind: Growth-hormone-releasing-hormone (GHRH;
Somatoliberin), Corticotropin-releasing-hormone (CRH; Corticoliberin), Thyrotropin-releas-
ing-hormone (TRH; Thyroliberin), Gonadotropin-releasing-hormone (GnRH; Luliberin oder
Gonadoliberin) und Somatotropin-release-inhibiting-hormone (SRIH, Somatostatin) sowie
Dopamin (Prolactostatin). Die Axone der kleinen neuroendokrinen Neurone verlaufen in
das Infundibulum und enden in der Eminentia mediana und geben ihre Hormone an den
prima¨ren Kapillarplexus des hypophysa¨ren Pfortadersystems ab. Von da gelangen sie in ho-
her Konzentration in den Hypophysenvorderlappen (Adenohypophyse) und regulieren hier
die Freisetzung der Steuer- und Effektorhormone.
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2.4.3 Magnozellula¨res neuroendokrines System
Vor allem in den Ncll. paraventricularis und supraopticus und in den akzessorischen Nuclei
wurden große neuroendokrine Neurone beschrieben. Unterschiedliche Neuronenpopulatio-
nen produzieren die beiden Peptidhormone antidiuretisches Hormon (ADH; Vasopressin)
und Oxytocin (Sawchenko und Swanson 1982, Armstrong 1995, Dierick und Vandesande
1977). Die Axone dieser Neurone bilden den Tr. hypothalamohypophysialis, der durch das
Infundibulum zieht und in der Umgebung eines Kapillarplexus der Neurohypophyse (Lobus
nervosus) endet (El Majdoubi et al. 2000, Fellmann et al. 1979).
Fu¨r die magnozellula¨ren Kerngebiete wurde die Produktion und Sekretion von
hauptsa¨chlich zwei Peptiden beschrieben: Oxytocin und Vasopressin. Diese wurden sowohl
getrennt in einzelnen Zellen als auch gemeinsam in Zellen als Produktionsort durch vorhan-
dene mRNA nachgewiesen (Jirikowski et al. 1991, Telleria-Diaz et al. 2001). Vasopressin hat
entscheidenden Einfluß auf die Blutdruckregulation (Grindstaff und Cunningham 2001) und
Oxytocin ist verantwortlich fu¨r die Uteruskontraktion (Russell et al. 2003) und die Milche-
jektion nach der Geburt (Gimpl und Fahrenholz 2001).
2.5 Hypothalamische neuroendokrine Systeme und Steroide
Sexualsteroide werden nach der Produktion und Sekretion aus Leber, Nebenniere und den
Gonaden im Blut gro¨ßtenteils an das Androgen-Binding-Protein (ABP) bzw. Sex-Hormone-
Binding-Globulin (SHBG) gebunden (Becchis et al. 1996). ABP/SHBG ist ein Bindungs-
und Transportprotein im Blut und reguliert die Bioverfu¨gbarkeit der Sexualhormone. Wei-
terfu¨hrende Theorien sprechen diesen Proteinen ebenfalls eine eigene hormonelle Wirkung zu.
Es wird angenommen, dass ABP/SHBG die Genexpression von Androgen- bzw. O¨strogen-
rezeptoren moduliert (Joseph 1997). Die Wirkung der Steroide peripher erfolgt nach bishe-
riger Erkenntnis u¨ber intrazellula¨re Rezeptorproteine. Das Steroid wird internalisiert und
bindet an die Steroid-Binding-Site des Rezeptors. Die dadurch verursachte Konformati-
onsa¨nderung des Rezeptors fu¨hrt dazu, dass mit einem weiteren aktivierten Rezeptor ein
Homodimer gebildet wird und dieser bestimmte DNA-Sequenzen der Promotorregion be-
stimmter Gene erkennt (steroidresponsives Element). Auf diese Weise wird die Transkription
reguliert.
Auch im ZNS befinden sich Steroidhormone, welche die Blut-Hirn-Schranke u¨berwinden
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ko¨nnen. Sie regulieren Vorga¨nge von Gehirnarealen und von einzelnen Zellen. Wie zuvor
schon beschrieben, wird angenommen, dass sa¨mtliche Steroide ihre Wirkung u¨ber Steroidre-
zeptoren im Zellkern entfalten. Bisher existierte nur die Vorstellung, dass sie die Translati-
on bestimmter Gene beeinflussen. Dies jedoch erkla¨rte nicht die rasante Wirkung, die Ste-
roide im Hypothalamus verursachen (Induktion der Uteruskontraktion, Ko¨rpertemperatur-
regulation, Sexualverhalten), da es bei dieser Theorie von der Rezeptorbindung bis zur Wir-
kungsentfaltung Stunden bis Tage dauern kann. Es werden daher seit geraumer Zeit so-
genannte nicht-genomische Wirkungen von Steroiden diskutiert. Elektrophysiologische Un-
tersuchungen weisen auf die Existenz von Membranrezeptoren hin (Kamei 1996), was aber
bisher nicht bewiesen werden konnte.
Es ist anzunehmen, dass sich im Gehirn ein a¨quivalentes Bindungsprotein zu ABP vorhanden
ist. Dieses Protein Sex-Hormone-Binding-Globulin (SHBG) ist im Gehirn der Ratte schon
nachgewiesen worden. (Herbert et al. 2003)
Es wird die Existenz eines SHBG Rezeptors diskutiert (Rosner et al. 1999b, Rosner et al.
1999a), die die schnellen Steroidwirkungen erkla¨ren ko¨nnten. Es wird vermutet, dass es sich
um einen putativen Membranrezeptor fu¨r SHBG handelt, an den SHBG, gekoppelt an ein
Steroid, bindet und so u¨ber ein G-Protein eine cAMP Kaskade auslo¨st und damit zu einer
schnellen Steroidwirkung fu¨hren ko¨nnte (Rosner et al. 1999a, Caldwell et al. 2000). Ande-
rerseits wird vermutet, dass SHBG nur ohne gebundenes Steroid an den mo¨glichen Membr-
anrezeptor binden kann, so dass Steroide oder inaktive Steroidmetabolite als Inhibitoren der
Rezeptorbindung wirken ko¨nnen (Rosner et al. 1991, Caldwell et al. 2002, Catalano et al.
2005).
2.6 Sex-Hormone-Binding-Globuline SHBG
Das SHBG, ein Glycoprotein, ist ein Homodimer mit einem Molekulargewicht von 90.000
und 100.000 Da. Das SHBG im Plasma von Kanninchen besteht aus zwei identischen Po-
lypeptidketten mit 367 Aminosa¨uren und zwei N-Glycosilierungen (Griffin et al. 1989). Im
Hypothalamus der Ratte wurden SHBG-Fragmente mit 22, 37 und 48 kDa und mRNA iden-
tifiziert (Herbert et al. 2003, Wang et al. 1990).
Das Homodimer des humanen SHBG hat ein Molekulargewicht von 93.000 Da und die Mo-
nomere von 46 bzw. 48 kDa. Es ist belegt, dass beim menschlichen SHBG pro Monomer eine
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Steroidbindungsstelle an der N-terminalen Doma¨ne vorhanden ist (Abb. 2) (Avvakumov et
al. 2001) und dass am N’Ende eine Bindungsstelle fu¨r Zink die Affinita¨t des Moleku¨ls zu
den verschiedenen Steroiden beeinflusst (Avvakumov et al. 2000). Dimerisierung der Homo-
dimere ist in Abwesenheit von Kalzium mo¨glich (Sui et al. 1996), jedoch wird Stabilita¨t des
Dimers durch Bindung zweiwertiger Katione wie Ca2+ und Zn2+ erreicht (Bocchinfuso und
Hammond 1994).
Das Gen fu¨r SHBG besitzt 8 kodierende Exone. Durch Glycosilierung wird die Sekretion des
Proteins aus der Zelle gewa¨hrleistet (Hammond und Bocchinfuso 1995). Das kodierende Gen
fu¨r SHBG befindet sich auf Chromosom 17 (17p12-p13) (Becchis et al. 1996, Reventos et al.
1993, Joseph et al. 1985, Joseph et al. 1991b, Joseph et al. 1991a, Joseph 1994, Joseph et al.
1996, Joseph 1997, Joseph 1998).
Es ist nachgewiesen, dass SHBG die DNA Synthese unabha¨ngig von Co-Faktoren fo¨rdern
kann (Gerard et al. 1996).
Steroidhormone beeinflussen die Synthese und Sekretion von Neuropeptiden, die wiederum
fu¨r spezifische Verhaltensmuster verantwortlich sind. Steroidhormone ko¨nnen aufgrund ihrer
Lipophilie und ihrer geringen Gro¨ße die Blut-Hirn-Schranke passieren. Im Blut sind sie an
Bindungsproteine assoziiert. Diese sind als ABP (Androgen-Binding-Globuline) und SHBG
identifiziert. ABP/SHBG wird in der Leber und in den Sertolizellen synthetisiert (Joseph et
al. 1991b, Hammond und Bocchinfuso 1996). SHBG wurde bisher in verschiedenen Spezies
in den Geweben von Leber (Joseph et al. 1991b), Plazenta (Krupenko et al. 1990), Uterus
(Avvakumov et al. 1986), Ovar (Forges et al. 2005), Hoden (Gershagen et al. 1989) und En-
dometrium (Misao et al. 1997) nachgewiesen. Beide Proteine werden auf dem gleichen Gen
codiert, sind jedoch Produkte unterschiedlicher posttranslationaler Modifikation (Hammond
und Bocchinfuso 1996) und sind unterschiedlich glycosiliert (Hammond und Bocchinfuso
1995). Ein Membranrezeptor fu¨r ABP/SHBG wurde bisher nicht nachgewiesen, jedoch exis-
tieren Untersuchungen, in denen eine cAMP Erho¨hung in isolierten Zellen ausschließlich
durch ABP verursacht wurde (Porto et al. 1995). Daraus ergibt sich, dass Steroidhormon-
bindungsproteine Zellfunktionen u¨ber einen Membranrezeptor regulieren ko¨nnten.
Im Gegensatz zu den Steroiden ko¨nnen die Bindungsproteine aufgrund ihrer Gro¨ße die Blut-
Hirn-Schranke nicht passieren. Jedoch wurde auch im Hypothalamus der Ratte SHBG sowie
die entsprechende mRNA nachgewiesen (Herbert et al. 2003, Wang et al. 1990). Dies weist
darauf hin, dass es zusa¨tzlich zur Leber einen Produktionsort im ZNS gibt.
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Abbildung 2: Schematische Struktur
des SHBG Moleku¨ls:
SHBG ist ein Homodimer. Die blau-
en und gelben Pfeile in der Grafik
kennzeichnen jeweils die Proteinket-
ten der Monomere. Zwischen ihnen
befindet sich die Bindungstasche fu¨r
DHT/Testosteron/O¨strogen
A:
3D-Struktur des SHBG Moleku¨ls mit
gebundenem DHT
B:
DHT bindet an die 3. und 5. Protein-
kette im SHBG Moleku¨l
C:
schematische Darstellung des SHBG
Moleku¨ls mit in der Bindungstasche
zwischen den Ketten 3 und 8 gebun-
denem DHT
Quelle:
www.rcsb.org/pdp/explore.do? struk-
tureId=1LHN
Protein Data Bank
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2.7 Zielsetzung
Ziel dieser Arbeit soll der Nachweis von Sex-Hormone-Binding-Globulin im menschlichen
Hypothalamus sein. Fu¨r die Untersuchung sollen Paraffinschnitte immunhistochemisch auf
SHBG angefa¨rbt werden und mikroskopisch qualitativ ausgewertet werden.
Zur Verifizierung des Proteins sollen biochemische Verfahren genutzt werden. Der Western
Blot und die SELDI-TOF Massenspektrometrie sollen dafu¨r herangezogen werden.
Im Zusammenhang mit dem qualitativen Nachweis von SHBG im menschlichen Hypotha-
lamus soll die Lokalisation von SHBG in den einzelnen Kerngebieten und deren Neuronen
untersucht und in einer Kartierung des Hypothalamus bezu¨glich des SHBG aufgezeigt wer-
den.
Es soll der Versuch gewagt werden, durch die Lokalisation von SHBG in bestimmten Regio-
nen des Hypothalamus eine funktionelle Interpretation zu liefern.
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3 Material und Methoden
3.1 Gewebegewinnung und Verarbeitung
Es wurden fu¨r die erfolgten Untersuchungen menschliche Gewebe und Ko¨rperflu¨ssigkeiten
benutzt. Fu¨r verschiedene Versuche kam humaner Hypothalamus (n=7) (mittleres Alter
69 +/- 14), Plexus choroideus (n=7) (mittleres Alter 69 +/- 14), Liquor und Plasma zur
Anwendung. Die Versuche wurden von der Ethik Kommission laut Protokoll # 1065-03/03
genehmigt.
Gewebeentnahme und Lagerung
Der Hypothalamus und Plexus choroideus, der fu¨r die biochemischen Untersuchungen und
fu¨r die Proteinextraktion benutzt wurde, stammt aus Leichen des Pathologischen Institutes
der Friedrich Schiller Universita¨t in Jena. Die post-mortem Zeit der Leichen, denen Gewebe
fu¨r die Versuche entnommen wurde, lag zwischen 24 und 48 Stunden.
Nach der Sektion wurde den post-mortem Gehirnen ein Block entnommen, der dem re-
trochiasmatischen Hypothalamus beginnend von der Lamina terminalis und der Commisura
anterior bis zu den Copora mamillaria und dorsal bis zur Begrenzung des Thalamus enthielt.
Die Kantenla¨nge des Gewebeblocks betrug ca. 2 cm.
Fu¨r die biochemischen Untersuchungen wurde nach dem Abwiegen das Material in flu¨ss-
igem Stickstoff schockgefroren und in mit Geschlecht der Leiche, Gewicht des Gewebes und
Gewebebezeichnung beschrifteten Eppendorfro¨hrchen bei -80◦C gelagert, bis es zur Verwen-
dung bei den Versuchen kam.
Der Transport des Gewebes vom Institut fu¨r Pathologie in das Institut fu¨r Anatomie erfolg-
te mittels einem mit gefrorenem Wasserstoff gefu¨llten isolierendem Styroporbeha¨lter bei ca.
-80◦C.
Fu¨r die immunhistochemischen Fa¨rbungen wurde das hypothalamische Gewebe nach der
Entnahme aus der Leiche in 4%igem Formaldehyd in PBS (Roche) Immersionsfixierung fu¨r
mindestens 3 Wochen fixiert.
Fu¨r die Paraffineinbettung wurden die Gewebeblo¨cke in PBS gewaschen und u¨ber eine auf-
steigende Alkoholreihe entwa¨ssert. Sie wurden in Alkohollo¨sung (Merck) mit 30%, 50%, 70%,
90% und 3 mal 100% fu¨r je 24 Stunden behandelt. Anschließend wurden sie mit dem Inter-
medium Methylbenzoat (Merck), danach in 1:1 Paraffin (Merck) und Methylbenzoat fu¨r je
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24 Stunden behandelt und schließlich in Paraffin eingegossen.
Mit einem Reichert Grundschlittenmikrotom wurden Serienschnitte von 8 µm Dicke angefer-
tigt. Diese wurden auf mit Eiweißglycerin beschichtete Objekttra¨ger (Merck) im Wasserbad
aufgebracht und auf einer Wa¨meplatte gestreckt. Die Objekttra¨ger wurden vor der Fa¨rbung
fu¨r mindestens eine Woche in einem Trockenschrank gelagert.
Liquorherkunft
Der menschliche Liquor stammt aus dem pathologischen Institut von Professor Bonelli der
Universita¨t Graz.
Blutentnahme und Plasmagewinnung
Menschliches Plasma benutzte ich fu¨r die Versuche von mir selbst und von 5 anderen frei-
willigen Kommilitonen. Dazu ließ ich einen anderen Doktoranden von mir Blut abnehmen
und anschließend entnahm ich den Freiwilligen Blut. Je Proband wurden 20 ml Blut genutzt.
Dieses wurde sofort fu¨r 10 min. bei 4000 Umdrehungen pro min. zentrifugiert. Danach wur-
de das Plasma abpipettiert und in einzelnen Eppendorfro¨hrchen bei -20◦C bis zur weiteren
Nutzung eingefroren.
3.2 Immunzytochemie
Eine Serie von 1000 Paraffinschnitten des menschlichen Hypothalamus wurden nach der
ABC Methode spezifisch auf qualitatives Vorhandensein von SHBG gefa¨rbt. Da sie auf den
Objekttra¨gern fixiert waren, mussten sie vor Beginn der Fa¨rbung rehydriert werden. Dies
erfolgte in einer absteigenden Ethanolreihe.
Rehydrierung
Die Objekttra¨ger wurden zweimal fu¨r je fu¨nf Minuten in Xylol (Merck) gestellt; danach fu¨r
je vier Minuten in zuna¨chst absoluten Alkohol und dann in 90%igen, 75%igen, 50%igen Al-
kohol.
Darauf wurden sie in PBS fu¨r 10 Minuten gewaschen.
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Blocken der endogenen Peroxidase
Dazu wurde eine Mischung aus H2O2 3%, Methanol 10% und PBS 87% (Merck) verwendet.
Darin wurden die Schnitte fu¨r 15 Minuten inkubiert.
Es folgte erneut eine Waschphase in PBS fu¨r zwei Mal 15 Minuten.
Auftragen der hydrophoben Umrandung
Weil ab diesem Schritt die Lo¨sungen nur noch in Tropfenform auf die Schnitte aufgetragen
wurden, wurden sie mit einem DAKO-Pen (Merck) auf dem Objekttra¨ger eingekreist. Dieser
verhindert, dass die Flu¨ssigkeit u¨ber die damit gezogene Linie hinaus ausla¨uft.
Pra¨inkubation
Bevor der Prima¨rantiko¨rper aufgetragen wurde, wurde mit Bovine Serum Albumin (BSA)
(Merck) in einer Verdu¨nnung von 1:150 in PBS fu¨r 20 Minuten pra¨inkubiert. Es folgte eine
zweimalige Waschung mit PBS fu¨r je 5 Minuten.
Prima¨rantiko¨rper
Es wurden auf jeden Schnitt 50 µl monoklonaler Anti-human-SHBG Clone 16D5 (Herstel-
lung und Charakterisierung des Antiko¨rpers siehe (Lewis et al. 1999)) in einer Verdu¨nnung
von 1:250 in PBS aufgetragen und in einer feuchten Kammer u¨ber Nacht bei 4◦C inkubiert.
Waschvorgang
Am na¨chsten Tag folgte zuna¨chst das Waschen in PBS fu¨r zwei Mal fu¨nf Minuten.
Sekunda¨rantiko¨rper
Danach wurden die Schnitte mit 50 µl biotinyliertem Anti-mouse-IgG (Sigma) in einer
Verdu¨nnung von 1:150 in PBS fu¨r 2 Stunden in der feuchten Kammer bei Raumtempe-
ratur inkubiert.
Es folgten erneute Waschungen in PBS fu¨r zweimal 5 Minuten.
Horseradish-avidin-peroxidase-Komplex
Es wurde jeder Schnitt mit horseradish-avidin-peroxidase-Komlex (Sigma) in einer Verdu¨nnung
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von 1:150 mit PBS fu¨r zwei Stunden in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert.
Zweimalige Waschung in PBS fu¨r je 5 Minuten.
DAB-Fa¨rbung
Die Fa¨rbung der markierten Proteine erfolgte mit einer Lo¨sung aus 10 ml PBS, 2 mg Diami-
nobenzidin und 2 µl H2O2 (Reagenzien von Merck). Diese wurde auf die Schnitte aufgebracht
und fu¨r ca. 15 Minuten inkubiert, bis eine ausreichend kra¨ftige Fa¨rbung zustande kam. Die
Kontrolle u¨ber die Fa¨rbung fand unter dem Mikroskop statt.
Konservierung der Schnitte
Um die Schnitte anschließend zu konservieren, wurden sie mit Entellan (Merck) eingedeckelt.
Dazu wurden sie zuna¨chst in einer aufsteigenden Alkohol-Reihe entwa¨ssert. Diese Reihe be-
stand aus: 50%igem, 75%igem Alkohol, darin wurden die Schnitte fu¨r je fu¨nf Minuten belas-
sen; danach folgten 90%iger, zwei Mal absoluter Alkohol und zwei Mal Xylol, darin wurde
je 4 Minuten entwa¨ssert. Sofort nach dem letzten Schritt mit Xylol wurden die Schnitte mit
Entellan eingedeckelt.
Kontrollfa¨rbung
Die Kontrollen zu den untersuchten Schnitten wurden ebenso behandelt, aber statt des
monoklonalen anti-SHBG Antiko¨rpers wurden die Schnitte mit rabbit-Serum inkubiert.
3.3 Proteinextraktion mit Beads
Probenvorbereitung
SHBG wurde mit Hilfe der IDM affinity beads (Ciphergen) aus der Proteinlo¨sung des Hy-
pothalamus und Plexus choroideus gewonnen.
Zuna¨chst wurden die Gewebe aufgetaut und mechanisch mit Ultraschall homogenisiert. An-
schließend wurden diese Proben in Lysispuffer zentrifugiert. Dieser Lysispuffer bestand aus:
0,1 M NaPH4 pH 7,5;
2 mM MgCl2;
5 mM EDTA (Sigma).
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Kurz vor Benutzung der Lo¨sung Zugabe von:
10 µl PMSF 10 mM in Isopropanol (Sigma);
10 µl CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethyl-ammonio]-1-propansulfonat zwitterionic) 10%
(Roche);
10 µl Leupeptin (Serin- und Cysteinproteasehemmer) 50 mM (Serva);
0,2 µl ß-Mercaptoethanol (Sigma).
In dieser Lo¨sung wurden die Gewebeproben mit 10000 Umdrehungen pro min. bei 3◦C fu¨r
30 Minuten zentrifugiert und bis zur Weiterverwendung bei -80◦C gelagert.
Plasma und Liquor wurden ohne Vorbehandlung verwendet.
Affinita¨tsextraktion von SHBG
Die IDM affinity beads (Ciphergen) wurden folgendermaßen vorbereitet:
25 µl IDM Affinity beads wurden in ein 1,5ml Eppendorfro¨hrchen gefu¨llt und 8x mit 1 ml
desinfiziertem, destilliertem Wasser gewaschen, und jedes Mal der U¨berstand vorsichtig ab-
pipettiert.
Es wurden 200 µl Protein-A-Sepharose (Sigma) in 100 mM Acetatpuffer pH 5,0 zu den beads
gegeben und u¨ber Nacht in einem end-over-end Mixer bei Raumtemperatur inkubiert.
Waschvorgang
Der U¨berstand wurde entfernt und die Beads zweimal mit 100 mM Acetatpuffer pH 5.0
gewaschen.
Entfernung reaktiver Gruppen
Um verbliebene reaktive Gruppen zu entfernen wurde eine Lo¨sung aus 600 µl 0,5 M Tris-HCl
pH 9,0 und 0,1% Triton X-100 (Merck) zu den beads zugegeben. Es folgte eine Inkubati-
onszeit von 2 Stunden in einem end-over-end Mixer bei Raumtemperatur. Danach wurden
die beads mit 1 ml PBS fu¨r 15 min. in einem end-over-end Mixer bei Raumtemperatur
gewaschen. Dies wurde wiederholt bis sich kein Schaum mehr bildete, wenn man das Eppen-
dorfro¨hrchen fu¨r ein paar Sekunden vortexte.
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Antiko¨rperbindung
Es wurden 2 µg monoklonaler SHBG Antiko¨rper clone 16D5 in 50 µl 50 mM Natriumaze-
tatpuffer pH 5,0 gelo¨st, zu den beads gegeben und fu¨r eine Stunde im end-over-end Mixer
inkubiert.
Der U¨berstand wurde anschließend abpipettiert und die beads einmalig mit 500 µl 50 mM
Natriumazetatpuffer pH 5,0 gewaschen.
Proteinbindung
Die Antigenlo¨sung aus Hypothalamus und Plexus choroideus wurde zu den beads dazu ge-
geben und fu¨r eine Stunde in einem end-over-end Mixer bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschließend wurden sie mit 500 µl PBS gewaschen wobei das Ro¨hrchen mit den beads gut
geschu¨ttelt wurde.
Danach wurde zweimal mit 0,5 M NaCl + 0,05% TX in PBS fu¨r 15 min. bei 4◦C gewaschen.
Anschließend wurde noch zweimal mit 500 µl PBS gut schu¨ttelnd gewaschen.
Danach wurde mit 500 µl aqua destillata gewaschen.
Proteineluierung
Als letzter Schritt wurden 10 µl Lo¨sung aus 50% ACN und 0,5% TFA zum eluieren der
Proteine aus den beads dazugegeben und der U¨berstand davon mittels SELDI-TOF MS
untersucht.
3.4 Proteinextraktion mit Sa¨ulenchromatographie
Als zweites verwendetes Verfahren zur Proteingewinnung wurde die Sa¨ulenchromatographie
genutzt.
Gewebehomogenisierung
Vorgang wie 3.3. Proteinextraktion mit beads
Probenvorbereitung
Sa¨ulenvorbereitung:
Protein-A-Sepharose (Sigma) wurde mit PSA aktiviert und dreimal in PBS gewaschen. An-
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schließend wurde der Antiko¨rper antiSHBG clone 16D5 in einer Konzentration von 1:10
dazugegeben und die Lo¨sung wurde auf dem Schu¨ttler bei 8◦C u¨ber Nacht inkubiert.
Die antiko¨rpergebundene Sepharose wurde in die Sa¨ule eingefu¨llt. Mit PBS wurde u¨berflu¨ss-
iger ungebundener Aniko¨rper ausgewaschen. Zur U¨berpru¨fung des Waschvorgangs wurde
mittels Dot Blot (Sigma) im Eluat Protein nachgewiesen. Der Waschvorgang wurde been-
det, als im Eluat kein Protein mehr nachgewiesen werden konnte.
Affinita¨tschromatographie
Probenaufbringung
Der aufgetaute U¨berstand wurde auf die mit Glaswolle verschlossene Pasteurpipette injiziert.
Sie wurde so lange offen gelassen, bis das Proteingemisch sich in der gesamten Sa¨ule verteilt
hatte. Dann wurde die Sa¨ule verschlossen und fu¨r 1,5 h inkubiert.
Die Sa¨ule wurde mit PBS gespu¨lt, bis kein Protein mehr ausgewaschen wurde. Dies wurde
kontrolliert mittels Dot Blot, ein System, welches durch Blaufa¨rbung von Spots auf einer
Palette sa¨mtliche Proteine in der auf ihr aufgetragenen Lo¨sung anzeigt. Mit diesem Wasch-
vorgang wurden alle ungebundenen Proteine ausgewaschen, und die an den Antiko¨rper ge-
bundenen Proteine verblieben in der Sa¨ule.
Proteineluierung
Nachfolgend wurde mit 0,1 molarem Glycinpuffer (7,5 g/l) (Sigma) mit einem pH von 4,2
(pH-Einstellung mit konzentrierter HCl) gespu¨lt. Das Eluat wurde unter Dot Blot-Kotrolle
in Eppendorfro¨hrchen aufgefangen (13-15 Ro¨hrchen pro Durchgang).
Anschließend wurde das Eluat im Dialyseschlauch gesammelt und u¨ber Nacht bei 4◦C gegen
H2O dialysiert.
Anschließend wurde das Dialysat aus dem Schlauch wieder in Eppendorfro¨hrchen abgefu¨llt
und in der Vakuumzentrifuge lyophilisiert. Endlich wurden die in den Eppendorfro¨hrchen
verbliebenen Proteine bei -20◦C aufbewahrt.
3.5 Western Blot
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Gießen des Agarosefußes
Auf einer mit Ethanol gereinigten Ceranplatte wurde der Agarosefuß gegossen.
Dazu wurde 1 ml heiße 1%ige Agarose (Sigma), gelo¨st in aqua destillata, auf die Platte auf-
getragen und die Glasplatten hinein gestellt und die Polymerisation abgewartet.
Gießen des Trenngels
Dazu wurde in folgender Reihenfolge eine Mischung zusammengestellt:
4 ml aqua destialta,
2,5 ml Trenngelpuffer (Sigma),
3,33 ml Acrylamid (Sigma),
50 µl Ammoniumperoxiddisulfat 10%ig (Sigma),
10 µl Tetramethylethylendiamid (Sigma)
Von dieser Mischung wurde ca. 3 ml von oben zwischen die beiden Glasplatten pipettiert
und mit aqua destillata u¨berschichtet.
Nach zwei Stunden wurde das aqua destillata mit Filterpapier abgezogen.
Gießen des Sammelgels
Das Sammelgel setzte sich aus folgender Mischung zusammen:
3,05 ml aqua destillata,
1,25 ml Sammelgelpuffer (Sigma),
0,65 ml Acrylamid (Sigma),
50 µl Ammoniumperoxiddisulfat 10%ig (Sigma),
10 µl Tetramethylethylendiamid (Sigma)
Das Sammelgel wurde auf das Trenngel gegossen. In das noch flu¨ssige Sammelgel wurde der
Kamm gestellt, um die Kammern fu¨r die Proben zu erhalten.
Nach 30 Minuten ist das Sammelgel polymerisiert, so dass der Kamm gezogen werden kann
und die Klammern an den Glasplatten entfernt werden ko¨nnen.
Pra¨paration der Elektrophoresekammer
Die so pra¨parierten Platten wurden in die Elektrophoresekammer gestellt und der abstand-
haltende Block wurde trocken eingepasst. Die Kammer wurde mit Laufpuffer (Sigma) auf-
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gefu¨llt, bis die Platten bedeckt waren.
Auftragung der Proben
In die Probenkammern wurden die Proben mit einer Pipette eingefu¨llt. Die Elektrophore-
sekammer wurde mit dem Deckel abgedeckt, die Spannung von 100 V angelegt und fu¨r 25
Minuten beibehalten. Danach wurde fu¨r eine Stunde und 20 Minuten eine Spannung von
150 V angelegt. Die blaue Farbe muss den Agarosefuß erreicht haben.
Vorbereitung des Western Blot
Fu¨r den Blot wurde das Gel aus den Glasplatten gelo¨st und folgendermaßen in das Blotgera¨t
geschichtet:
Zuerst 3 Filterpapiere, darauf das Gel, darauf die Nitrozellulose-Membran und zuletzt wieder
3 Filterpapiere. Nitrozellulose-Membran und die Filterpapiere waren alle mit Anodenpuffer
befeuchtet.
Western Blot
Durch das Gera¨t wurden fu¨r 1,5 Stunden 200 mA geleitet.
Fixierung der Proteine auf der Membran
Nach dem Blot befindet sich ein Großteil der Proteine auf der Nitrozellulose-Membran. Diese
werden mittels UV-Licht kovalent an die Membran gebunden. Sie muss dem ultravioletten
Licht fu¨r eine Minute ausgesetzt sein.
Proteinnachweis im Gel
Das Gel wird auf weitere zuru¨ck gebliebene Proteine untersucht indem es in Comassieblau
(Sigma) gefa¨rbt und dafu¨r u¨ber Nacht bei Raumtemperatur in diesem inkubiert wird.
Pra¨inkubation der Membran
Die Nitrozellulose-Membran wurde mit 3% Glycin (Sigma) und 1% Fischgelatine (Sigma) in
PBS-TX 0,05%ig fu¨r 2,5 Stunden pra¨inkubiert.
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Zweimaliges Waschen fu¨r je 15 Minuten in PBS-TX auf dem Schu¨ttler.
Prima¨rantiko¨rper
Darauf wurde der kovalente Anti-SHBG Clone 16D5 1:100 in PBS-TX 0,05%ig auf die Mem-
bran aufgebracht, die Membran mit dem Antiko¨rper eingeschweißt und u¨ber Nacht bei 4◦C
inkubiert.
Waschvorgang
Am na¨chsten Tag wurde die Membran mit PBS-TX 0,05%ig drei Mal je 15 Minuten gewa-
schen.
Sekunda¨rantiko¨rper
Anti-mouse-Antiko¨rper 1:100 in PBS-TX 0,05%ig wurde aufgetragen und fu¨r 1,5 Stunden
inkubiert.
Waschung in PBS-TX 0,05%ig fu¨r zwei Mal 15 Minuten.
Horseradish Avidin-Peroxidase-Komplex
Die Membran wurde mit horseradish Avidin-Peroxidase-Komplex 1:100 in PBS-TX 0,05%ig
fu¨r 1,5 Stunden inkubiert (Reagenzien von Roche).
Anschließend zwei Waschga¨nge fu¨r 15 Minuten.
DAB-Fa¨rbung
Die Fa¨rbung erfolgte mit einer Lo¨sung aus 4 mg DAB (Merck), 20 ml PBS-TX 0,05%ig, 4 µl
H2O2 30%ig (Merck) und 40 µl Nickelchlorid 8%ig (Merck). Damit wurde die Membran fu¨r
ca. fu¨nf Minuten inkubiert und bei ausreichender Fa¨rbung die Reaktion mit aqua destillata
gestoppt.
Waschen fu¨r 2 Mal 15 Minuten in aqua destillata folgte.
Membranstabilisierung
Die Membran wurde anschließend bei 4◦C u¨ber Nacht getrocknet und war dann fu¨r Auswer-
tung unempfindlich.
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3.6 Massenspektrometrie
Fu¨r die Surface enhanced laser desorption ionization time of flights (SELDI-TOF) Massen-
spektrometrieanalyse SELDI-TOF MS Analyse ist es notwendig, die Proben auf standardi-
sierte Testplatten aufzubringen. Dazu wurden H4 Protein Chip Array, (Ciphergen) verwen-
det. Vor dem Gebrauch mu¨ssen diese aktiviert werden.
Aktivierung
Die test-palets wurden dreimal mit Seldi-Puffer (5 µl Tris-Puffer) fu¨r je 5 min. inkubiert.
Dieser Puffer setzt sich zusammen aus 200 µl 0,1 M PBS und 600 µl ACN (Sigma) auf 2 ml
0,1 M PBS bei pH 7,4.
Probenauftragung
Die durch Vakuumzentrifugation getrockneten Proteine wurden mit 100 µl H4 Puffer ver-
setzt.
Vor Probenauftragung wurden die H4-Chips mit 5 µl H4 Puffer befeuchtet und anschließend
wurden die Proben aufgetragen. Nach Aerosolierung der wa¨ssrigen Probenkomponente wur-
de das test-palet mit 5 µl H4 Puffer gewaschen und der Spot getrocknet.
Auftragung der Matrix
125 µl ACN (Sigma) und 125 µl 1%iges TFA (Sigma) wurden mit Sinapinsa¨ure (Ciphergen)
verdu¨nnt. Die Matrixlo¨sung wurde zweimal auf den Spot aufgetragen. Sie ionisiert das Pro-
benprotein und macht damit die Chips der SELDI-TOF MS Untersuchung zuga¨nglich.
Untersuchung mit SELDI-TOF MS
Die Proben wurden in der SELDI-TOF MS Untersuchung in einem Intervall von 30000 bis
75000 Da und einer Laser-Intensita¨t von 300, 250 und 200 detektiert. Die vorbereiteten
Chips wurden in einem Lesegera¨t (PBS-II; Ciphergen Biosystems) unter Verwendung einer
automatischen Datensammlung analysiert. Das Gera¨t wurde in einem positiven Ionenmodus
gefahren, bei einer Nitrogen Laser Emission um maximal 337 nm. Die Chips wurden bei 300
nm untersucht; dies entspricht anna¨hernd 200 µJ. Um ein jeweiliges Spektrum auszuwerten,
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wurde eine Gesamtheit von 105 Durchga¨ngen gemittelt. Zur Datenalalyse wurde Ciphergen
Proteinchip Software 2.01 verwendet.
3.7 Hilfsmittel zur morphologisches Auswertung
Die angefa¨rbten Schnitte wurden mit dem Mikroskop Olympus BX50, der Digitalkamera
Olympus DP10 und der Software DPsoft 3.0 visualisiert und ausgewertet.
Die topographische Kartierung wurde mit Hilfe des Stereotaktischen Atlas von Braak und
Braak 1987 angefertigt.
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4 Ergebnisse
4.1 Morphologie SHBG-positiver Neurone
Mit Hilfe der oben genannten Methodik zur Fa¨rbung der Zellen in den anatomisch unter-
suchten Bereichen des menschlichen Gehirns konnten sowohl einzelne als auch Gruppen von
Zellen lokalisiert werden. Je nach Region zeigten die nachgewiesenen SHBG-positiven Zellen
die Morphologie der fu¨r dieses Gebiet charakteristischen Zellen:
Im Ncl. supraopticus (SON), Area hypothalamica lateralis (AHL) und akzessorischen Nuclei
(AN) sind dies magnozellula¨re Neurone. Der durchschnittliche Durchmesser der Perikaryen
dieser Zellen ist 15 µm. Die sta¨rkste Fa¨rbung zeigte sich jeweils im Zytoplasma, wa¨hrend
die Zellkerne ausgespart blieben. Die perinuklea¨re Region ließ sich nur schwach anfa¨rben,
wa¨hrend sich das kernferne Zytoplasma in granulierter Form anfa¨rbte.
Im Bereich des Ncl.periventricularis (PEV) und Ncl arcuatus (ARC) fanden sich kleine und
mittelgroße polygonale Zellen. Der durchschnittliche Durchmesser der parvozellula¨ren Neu-
rone betra¨gt ca. 7 µm. Sie zeigen sich als bi- und multipolare Zellen, deren Zytoplasma
homogen angefa¨rbt wurde, wa¨hrend der Nukleus ungefa¨rbt blieb.
Im Bereich des Fornix (FO) und bed Nucleus stria terminalis (bNST) finden sich sowohl
magno- als auch parvozellula¨re polygonale Zellen.
Typisch fu¨r die magnozellula¨ren polygonalen SHBG-positiven Zellen ist das mit angefa¨rbten
Granula gefu¨llte Zytoplasma, mit Aussparung des Nukleus und einer perinuklea¨ren Regi-
on. Die magnozellula¨ren Zellen zeigen sich in unterschiedlichen Formen: unipolare, bipolare
und polypolare Neurone. Die parvozellula¨ren SHBG-positiven Zellen zeigen ebenso ein stark
angefa¨rbtes Zytoplasma. Auch hier ist der Nukleus ausgespart.
4.2 Topographische Verteilung SHBG-positiver Neurone
Anhand der Untersuchung der Schnitte des humanen Hypothalamus wurde eine neuronale
Kartierung angefertigt. Diese zeigt die qualitative Verteilung der SHBG Molku¨le in 5 ver-
schiedenen Schnittebenen. Je nach Sta¨rke der Fa¨rbung und Quantita¨t der angefa¨rbten Zellen
wurde die Anzahl der Sterne und Kreise in den Karten gewa¨hlt. Bereiche mit zahlreichen
Markierungen kennzeichnen Gebiete mit reichlich gefa¨rbten SHBG-positiven Zellen und Fa-
sern. Gebiete mit weniger Markierungen in den Karten symbolisieren Areae mit niedriger
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Anzahl gefa¨rbter SHBG-positiver Zellen und Fasern.
Bei der Auswertung der untersuchten Hypothalami wurde keine Quantifizierung durch-
gefu¨hrt. Die topographische Verteilung war bei allen Hypothalami in etwa gleich, allerdings
war die Intensita¨t der Fa¨rbung unterschiedlich. Auf geschlechtsspezifische Unterschiede wur-
de nicht geachtet.
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arc: Ncl. arcuatus
bstc: zentraler Ncl. des bed Ncl. stria terminalis
bnst: bed Ncl. stria terminalis
bnst-pm: posteriormedialer Anteil des bed Ncl. stria terminalis
CA: Commisura anterior
CM: Copora mammillaria
fo: perifornikale Region
FX: Fornix
inf: Infundibulum
ME: Eminentia mediana
NO: Nervus opticus
OT: Tractus opticus
OX: Chiasma opticus
pvn: Ncl. paraventricularis
rson: retrochiasmatische Region des Ncl. supraopticus
scn: Ncl. suprachiasmaticus
son: Ncl. supraopticus
III: dritter Ventrikel
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Abbildung 3: Qualitative Verteilung der SHBG-positiven Zellen und Fasern im Hypothalamus
des Menschen
∗: Lokalisation der SHBG-positiven Zellen und Varikosita¨ten
◦: Lokalisation der SHBG-positiven Axone und Fasern
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4.3 Magnozellula¨re hypothalamische Kerngebiete
Nucleus supraopticus und Nuclei accessorii
Im SON finden sich unterschiedliche Populationen von magnozellula¨ren Neuronen. Diese
wurden durch die SHBG spezifische Fa¨rbung nachgewiesen. In den Zellen finden sich deutli-
che Granula, an die der SHBG Antiko¨rper gebunden hat. Die SHBG-positiven Zellen fanden
sich im gesamten Nukleus. Auch im mit dem SON in Verbindung stehenden akzessorischen
magnozellula¨ren Nukleus fanden sich SHBG-positive Neurone entlang der Blutgefa¨ße. (Bild
A, Abb. 5)
Area hypothalamica anterior
In der AHL wurden hauptsa¨chlich die magnozellula¨ren Neurone SHBG spezifisch angefa¨rbt.
Wie auch im SON konnte man reichlich gefa¨rbte Granula und einen ungefa¨rbten Zellkern
differenzieren. Die Zellen fanden sich gro¨ßten Teils in Gruppierungen. Einige fanden sich
vereinzelt abseits der Zellgruppen. (Bild B, Abb. 5)
Fornix und perifornicale Region
Im Bereich des Fornix wurden reichlich Fasern und der perifornikalen Region magnozellula¨re
Neurone gefunden, die sich mit reichlich Granula und einem ausgesparten Zellkern darstellen
ließen. Diese fanden sich vorrangig in Gruppen angeordnet, aber waren auch vereinzelt zu
finden. (Bild C, Abb. 5)
bed Nucleus stria terminalis
Im bNst fanden sich Neuronenansammlungen granulierter magnozellula¨rer Neurone. Diese
lagen in deutlich abgrenzbaren Gruppen zusammen. Fasern konnten hier nicht nachgewiesen
werden. Auch bei diesen Zellen war der Zellkern von der Fa¨rbung ausgenommen. (Bild D,
Abb. 5)
4.4 Parvozellula¨re Systeme
Ncll. Paraventricularis
In den PVN fanden sich sowohl kleine als auch mittelgroße Neurone, die SHBG Antiko¨rper
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banden. Zusa¨tzlich fanden sich Nervenfasern die sich anfa¨rben ließen, also auch SHBG ent-
hielten. Diese Fasern befanden sich hauptsa¨chlich nahe dem Ependym. (Bild E, Abb. 5)
Nucleus arcuatus und Nucleus suprachiasmaticus
Die parvozellula¨ren Neurone im ARC und in anterioren Anteilen des SCN traten nur verein-
zelt auf. Es fanden sich jedoch reichlich Projektionen und Fasern. (Bild F, Abb. 5)
4.5 Perivaskula¨re Systeme
Die Kapillaren im periventrikula¨ren Bereich wurden von besonders stark anfa¨rbbaren Zellen
umschlossen oder tangiert. Die meisten dieser Neurone waren ca.15 bis 20 µm groß und
geho¨ren damit eher zu den magnozellula¨ren Neuronen. Fasern waren nicht erkennbar.
4.6 Infundibulum
Im Infudibulum ließen sich reichlich Fasern SHBG spezifisch anfa¨rben. Außerdem fanden
sich reichlich Varikosita¨ten, die sich auch mit dem SHBG Antiko¨rper darstellen ließen. (Bild
A und B, Abb. 6)
Eminentia mediana
Cranial des Infundibulum in der Eminetia mediana und in den posterioren Anteilen des
Nucleus suprachiasmaticus fanden sich reichlich angefa¨rbte Fasern.
4.7 Ependym und Plexusepithel
Ependym
Das Ependym des dritten Ventrikels ließ sich homogen zum Teil intensiv anfa¨rben. In den
Zellen des Ependyms fanden sich keine Granula. Der Zellkern war nicht erkennbar. (Bild C,
Abb. 6)
Einige der ependymnahen makrozellula¨ren Neurone waren unter Aussparung der perinu-
klea¨ren Region angefa¨rbt. Im Bereich des Ependyms der Eminetia mediana waren reichlich
Fasern und Tonyozyten angefa¨rbt, jedoch das Epithel des Ependyms blieb ungefa¨rbt. (Bild
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D, Abb. 6)
Plexus choroideus und zerebrale Kapillaren
Das den Plexus choroideus umschließende Epithel konnte stark angefa¨rbt werden. Auch bei
diesem konnte man weder Granula noch Zellkern differenzieren. (Bild F, Abb. 6)
Perivaskula¨re Neurone im Bereich der zerebralen Kapillaren erschienen deutlich gefa¨rbt und
granuliert. (Bild E, Abb. 6)
Die sich in den Gefa¨ßen des Plexus choroideus befindlichen Erythrozyten blieben ungefa¨rbt.
4.8 Nucleus periventricularis
Im PEV konnten keine Zellen mit SHBG Antiko¨rpern angefa¨rbt werden. In diesem Bereich
fanden sich zwar Neurone aber diese nahmen den DAB Farbstoff nicht an.
4.9 Biochemische Befunde
Die Proben von Hypothalamus, Plexus choroideus, Liquor cerebrospinalis und Plasma wur-
den mit Western Blot untersucht, um zu verifizieren, ob es sich bei dem mit dem Antiko¨rper
fu¨r SHBG gebundenen Moleku¨l aus den Proteingemischen um das SHBG mit seiner spezifi-
schen Gro¨ße handelt. Das Ergebnis des Western Blots zeigte, dass sich in allen Proben die
Bande bei 50000 Da fand. Zusa¨tzlich wurde ausschließlich im Plasma eine Verschiebung der
Bande nach ca. 54000 Da festgestellt. In der Kontrolle fand sich eine dieser Banden nicht.
Mittels des Western Blots konnte allerdings die genaue Gro¨ße und der Gro¨ßenunterschied
der einzelnen SHBG Moleku¨le nicht exakt untersucht werden. Deswegen wurden die Gewebe
und Flu¨ssigkeiten anschließend mit der SELDI-TOF MS untersucht.
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Abbildung 4: HT: Hypothalamus; P: Plexus; LCS: Liquor cerebrospialis; S: Plasma; K: Kontrolle
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A Gruppe von mangozellula¨ren Neuronen im Nucleus supraopticus
B SHBG-positive magnozellula¨re Neurone in der Area hypothalamica anterior
C SHBG-positive Neurone in der perifornikalen Region
D magnozellula¨re Neurone im bed Nucleus stria terminalis
E SHBG-positive Neurone des Ncl. paraventricularis
F SHBG-positive Fasern im Ncl. arcuatus
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Abbildung 5: (A-F) SHBG-positive Stukturen in Kerngebieten des menschlichen Hypothalamus.
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A Projektionen im Infundibulum
B Projektionen im Infundibulum
C Ependymale SHBG-positive Zellen und parvozellula¨re Neurone des Ncl. periventircularis
D periependymales magnozellula¨res SHBG-positives Neuron mit deutlich angefa¨rbtem Den-
trit
E perivaskula¨re Neurone mit deutlichen Granulationen nahe an zerebralen Kapillaren
F Ependym des Plexus choroideus
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Abbildung 6: (A-F) SHBG-positive Strukturen in Kerngebieten des menschlichen Hypothalamus.
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4.10 SELDI-TOF MS
Mit Hilfe des SELDI-TOF MS wurden zwei SHBG Moleku¨le unterschiedlichen Gewichtes
identifiziert. Im Hypothalamus, Plexus choroideus, Liquor und Plasma wurde ein Protein
von 49605 +−6 Da gefunden. Ein Protein von 53909 Da wurde ausschließlich im Plasma
identifiziert. In der Kontrolle fand sich kein Moleku¨l dieser Gro¨ße. Die Nachweise der Western
Blots zeigten Banden an der korrespondierenden Stelle.
Abbildung 7: Darstellung der Peaks der mit SELDI-TOF MS untersuchten Proteine:
PLEXUS: Plexus choroideus
HT: Hypothalamus
CSF: Liquor cerebrospinalis
PLASMA: Plasma
CONTROL: Kontrolle
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5 Diskussion
5.1 Topographische Verteilung SHBG-positiver Neurone im Hy-
pothalamus
Bisher wurde SHBG in unterschiedlichsten Geweben des Menschen gefunden, besonders in
Leber, Uterus, Ovar und den Reproduktionsorganen wie Testis, Prostata und Epididymidis
(Krieg et al. 1977, Hryb et al. 2002, Forges et al. 2005, Kalme et al. 2003, Misao et al.
1997). Es wurde auch schon im Gehirn der Ratte nachgewiesen (Herbert et al. 2003) und
die Expression von SHBG im Rattenhirn wurde gezeigt (Wang et al. 1990).
Jedoch wurde bisher kein menschliches Gehirn auf SHBG untersucht. Diese Arbeit unter-
suchte nun zum ersten Mal den menschlichen Hypothalamus auf das Vorhandensein von
SHBG. Das Bindungsprotein fu¨r Steroide konnte mit den Methoden der Immunhistochemie
in Zellen des menschlichen Hypothalamus in magno- und parvozellula¨ren Neuronen lokali-
siert werden.
SHBG-positive Zellen konnten vor allem im SON, PVN, FO, bNST, SCN und den acces-
sorischen Nuclei beobachtet werden. Außerdem ließen sich Fasern und Varikosita¨ten von
Neuronen und die Projektionen im Infundibulum anfa¨rben.
Durch den Nachweis des Proteins konnte erstmalig eine neuronale Kartierung angefertigt
werden, in der die Gebiete des qualitativen Vorhandenseins von SHBG im Hypothalamus
des Menschen grafisch dargestellt werden. Eine a¨hnliche Kartierung existiert bisher nur fu¨r
den Hypothalamus der Ratte (Herbert et al. 2003).
Die magnozellula¨ren Neurone sind als Syntheseort fu¨r Vasopressin und Oxytocin beschrieben
worden (Armstrong 1995, Sawchenko und Swanson 1982). Diese Zellen sind unter bestimmten
Umsta¨nden auch fa¨hig, beide Peptide zu exprimieren (Jirikowski et al. 1991, Telleria-Diaz et
al. 2001). In der hier vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass auch SHBG in den magnozel-
lula¨ren Neuronen des Menschen vorkommt. Es konnte nicht bewiesen werden, ob die Zellen
dieses Globulin selbst synthetisieren, weil aufgrund der langen post-mortem Zeit die in-situ
Hybridisierung von mRNA nicht erfolgreich durchfu¨hrbar war. Im Hypotalamus der Ratte
wurde jedoch die Syntetisierung von SHBG bereits durch in-situ Hybridisierung (Herbert
et al. 2003) und rt-PCR (Caldwell 2001) nachgewiesen. Ob Zellen des menschlichen Hypo-
thalamus das Protein selbst exprimieren bleibt zu untersuchen, erscheint aber aufgrund der
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Beobachtungen im Versuchstier wahrscheinlich.
Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene SHBG Isomeren in menschlichen Organen exis-
tieren. Ein 49,6 kDa großes SHBG Moleku¨l kommt im Blut, Liquor und Plexus choroideus
vor. Es war auch im Hypothalamus nachweisbar. Jedoch wurde in dieser Untersuchung ein
weiteres, etwas gro¨ßeres Moleku¨l von 53,9 kDa gefunden, welches ausschließlich im Plasma
nachgewiesen werden konnte. Ein weiterer Hinweis fu¨r die Produktion des SHBG im Hypo-
thalamus ist die Gro¨ße des Moleku¨ls. Proteine dieser Gro¨ße passieren nicht die Blut-Hirn-
Schranke. Daher ist anzunehmen, dass es einen Syntheseort jenseits der Blut-Hirn-Schranke
gibt. Dieser ko¨nnte im Hypothalamus zu finden sein.
Die Funktion des Globulins im Hypothalamus ist bisher unklar, jedoch legt die Lokalisation
von SHBG in vielen verschiedenen Regionen multiple Funktionen nahe.
5.2 SHBG im Hypothalamoadenohypophysa¨ren System
In parvozellula¨ren Neuronen wurde SHBG deutlich aber in wesentlich weniger Zellen als
im magnozellula¨ren System nachgewiesen. Auch im Infundibulum fa¨rbten sich Axone an.
SHBG-positive Fasern konnten in verschiedenen Gebieten des Hypothalamus dargestellt wer-
den. SHBG immunreaktive Fasern in der Pars tuberalis und der Eminentia mediana lassen
vermuten, dass SHBG axonal von den parvozellula¨ren Neuronen transportiert und in das
adenohypophysa¨re Pfortadersysem ausgeschu¨ttet wird. Damit ko¨nnte man annehmen, dass
SHBG den gleichen Weg wie die Releasinghormone geht, von den Kerngebieten u¨ber die Emi-
nentia mediana in das Pfortadersystem und schließlich in den Hypophysenvorderlappen. Von
da werden sie bei Bedarf freigesetzt. Interessanterweise hat O¨strogen einen wesentlichen Ein-
fluss auf die Ausschu¨ttung von nicht wenigen HVL Hormonen, z.B. FSH. O¨strogen bewirkt
an den Zellen des HVL eine Inhibition der Freisetzung von FSH. Nachdem die FSH Zellen
kaum nuklea¨re O¨strogenrezeptoren besitzen, ist der Mechanismus der O¨strogenwirkung un-
klar (Stumpf 1972). Die Hemmung der FSH Freisetzung erfolgt durch O¨strogeneinfluss. Dies
ko¨nnte mit dem mo¨glichen Vorhandensein eines putativen SHBG Rezeptors an HVL Zellen
erkla¨rt werden (Rosner et al. 1999a, Rosner et al. 1999b). SHBG bindet an den Membranre-
zeptor im HVL nachdem es O¨strogen gebunden hat. Durch eine cAMP Kaskade, ausgelo¨st
durch die Konformationsa¨nderung des SHBG Membranrezeptors, wird die FSH Freisetzung
inhibiert. Diese Theorie la¨sst sich auch bei anderen Zellen vermuten, die auf O¨strogen reagie-
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ren ohne einen Kernrezeptor fu¨r dieses Steroid zu besitzen. Membranrezeptoren fu¨r Steroide
konnten bisher nicht gezeigt werden.
5.3 SHBG im Hypothalamoneurohypophysa¨ren System
Die Neurohypophyse ist Releasingstelle fu¨r Neurohormone. Vermutlich wird SHBG zusam-
men mit klassischen Hypothalamuspeptiden ausgeschu¨ttet (Jirikowski et al. 2005, Herbert
et al. 2003). Dabei handelt es sich neben anderen auch um Oxytocin und Adiuretin. Die
Kolokalisation von SHBG und Oxytocin im Hypothalamus der Ratte wurde bereits nach-
gewiesen (Herbert et al. 2003, Anderson de la Llana 2003, Jirikowski et al. 2005) und es
zeigte sich, dass das Protein und das Nonapeptid sogar in den gleichen Vesikeln gespeichert
werden (Herbert et al. 2003). Daher liegt die Vermutung nahe, dass auch beide Substanzen
zusammen freigesetzt werden. Diese Annahme wird unterstu¨tzt durch die a¨hnliche Funktion,
die SHBG und Oxytocin in der Beeinflussung des Sexualverhaltens haben (Gao et al. 2003).
Wenn SHBG und Oxytocin auch beim Menschen kolokalisiert sind, dann ko¨nnte SHBG unter
der Geburt mit Vasopressin kolokalisiert und auch koexprimiert sein, denn der Nachweis der
Kolokalisation von Oxytocin und Vasopressin wa¨hrend des Geburtsvorganges wurde bei der
Ratte schon erbracht (Herbert et al. 2003).
SHBG wird durch O¨strogene beeinflusst. Ein Mangel an O¨strogen fu¨hrt zu Steigerung der
Synthese von SHBG (Gao et al. 2003). Das bedeutet, dass bei niedrigen O¨strogenspiegeln
die Konzentration an SHBG im Hypothalamus und mo¨glicherweise auch in der Peripherie
steigt.
5.4 SHBG in gefa¨ßnahen Neuronen
Eine besonders starke Fa¨rbung fand sich in magnozellula¨ren Neuronen um die Gefa¨ße in
den untersuchten Hirnabschnitten. Es sind sowohl die kleinen Kapillaren im Gewebe des Hy-
pothalamus, als auch große Gefa¨ße. Die Epithelien der Gefa¨ße sind unspezifisch angefa¨rbt,
denn sie konnten auch in den Kontrollen ohne Antiko¨rper gefa¨rbt werden. Die perivaskula¨ren
Neurone hingegen sind spezifisch gefa¨rbt, denn sie stellten sich in den Kontrollen nicht dar.
Mo¨glicherweise nehmen diese Neurone das SHBG aus dem Blut auf.
Zwischen der Lamina media der Gefa¨ße und den perivaskula¨ren Neuronen befinden sich die
Virow-Robin-Ra¨ume, die mit Liquor cerebrospinalis gefu¨llt sind. Diese kommunizieren mit
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den a¨ußeren und inneren Liquorra¨umen. Perivaskula¨re Neurone sezernieren parakrin ver-
schiedene Stoffe, beispielsweise vasoaktive Substanzen, in den Liquor. Es ko¨nnte von diesen
auch SHBG in den Liquor sezerniert werden. Steroide ko¨nnen ungehindert die Blut-Hirn-
Schranke passieren und binden mo¨glicherweise im Liquor an SHBG, welches nun als Stero-
idtransporter im Liquor fungiert. SHBG ko¨nnte auch selbst als vasoaktive Substanz wirken.
5.5 Infundibulum
In Schnitten durch das Infundibulum konnten Fasersysteme immunhistochemisch dargestellt
werden. Sie kamen reichlich vor. Da im Infundibulum die Axone von magnozellula¨ren neu-
rosekretorischen Neuronen verlaufen, die Hormone und Releasingfaktoren durch axonalen
Transport in die Neurohypophyse bringen, ist anzunehmen, dass die SHBG-positiven Fasern
den axonalen Transport von SHBG in die Neurohypophyse zeigen. Unterstu¨tzt wird diese
Annahme durch den Nachweis von SHBG im Hypophysenhinterlappen der Ratte (Gao et
al. 2003, Herbert et al. 2003). Es ist wahrscheinlich, dass SHBG von der Neurohypophyse
unter Einfluss von Hormonen, mo¨glicherweise O¨stradiol, abgegeben wird. Bei Versuchen an
ovariektomierten Ratten unter O¨stradiolbehandlung nahm die Konzentration an SHBG im
Hypophysenhinterlappen signifikant ab (Gao et al. 2003). Diese Untersuchungen lassen ver-
muten, dass sich SHBG im Gehirn in einem dynamischen System befindet, mit Produktion
in hypothalamischen Kerngebieten, zellula¨ren Transport in die Hypophyse und Freisetzung
in das extrazellula¨re Gewebe und das Blut.
5.6 Ependym und Plexusepithel
Die Zellen des Ependyms und das Epithel des Plexus choroideus wurde in diesen Versu-
chen stark immunhistochemisch angefa¨rbt. Die Verteilung der antiko¨rpergebundenen Farb-
pigmente zeigte sich im Unterschied zu den magnozellula¨ren Neuronen u¨ber das gesamte
Zytoplasma verteilt mit besonders starker Fa¨rbung der Membranen. Die Zellkerne waren
nicht ausgespart. Die hohe Konzentration von SHBG in den Epithelzellen und im Epen-
dym la¨sst vermuten, dass die Zellen das Protein aus dem Blut oder dem Liquor aufnehmen.
Die in-situ Hybridisierung im Plexus und Ependym der Ratte zeigte, dass SHBG nicht in
den Epithelzellen synthetisiert wird (Herbert et al. 2003). Da SHBG ein großes Protein ist,
welches nicht durch die Membranen diffundieren kann, muss man davon ausgehen, dass in
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den Membranen Bindungsproteine fu¨r SHBG existieren. Es wurden bereits Theorien u¨ber
Membranrezeptoren fu¨r SHBG aufgestellt. Es wurde vermutet, dass der SHBG Rezeptor im
der Prostata nur dann SHBG bindet, wenn es zuvor an seiner Steroidbindungsstelle DHT
gebunden hat (Hryb et al. 2002) SHBG Rezeptoren ko¨nnen nicht nur in der Prostata vermu-
tet werden, sondern auch im Uterus (Avvakumov et al. 1986), in der Placenta (Diaz et al.
1997, Larrea et al. 1993, Krupenko et al. 1990), in der Mamma (Isaksson et al. 1999) in den
Testis (Herbert et al. 2005b) und in Mammakarzinomgewebe (Cui et al. 2005), da in diesen
Geweben SHGB bereits nachgewiesen wurde.
Eine weitere Theorie postuliert, dass SHBG zuna¨chst an seinen Membranrezeptor koppelt,
bevor es O¨strogen bindet. Dieser Vorgang ko¨nnte die Konformation des intrazellula¨ren Teils
des Rezeptors a¨ndern und damit Vera¨nderungen in der Zelle bewirken, beispielsweise eine
Aktivierung einer Adanylatcyclase die eine cAMP Kaskade in Gang setzt und die Produktion
von cAMP steigert (Rosner et al. 1999a).
Eine dritte Theorie besagt, dass SHBG als Antagonist am SHBG Membranrezeptor agiert,
wenn es zuvor DHT gebunden hat (Caldwell et al. 2002, Caldwell et al. 2000). SHBG ohne
gebundenes DHT hatte in diesen Untersuchungen einen fo¨rdernden Einfluss auf das Sexual-
verhalten weiblicher Ratten, wa¨hrend ungebundenes DHT oder an SHBG gebundenes DHT
diesen Einfluss nicht ausu¨bte. Nach Caldwells Theorie steht der putative SHBG Rezeptor
u¨ber ein gemeinsames G-Protein mit dem Oxytocinrezeptor in Verbindung.
Die in dieser Arbeit nachgewiesenen Verteilungsmuster fu¨r SHBG im menschlichen Hypo-
thalamus lassen vermuten, dass auch im Gehirn Membranrezeptoren fu¨r SHBG existieren.
Besonders die starke Fa¨rbung der ependymalen Zellen des dritten Ventrikels und endothe-
lialen Zellen des Plexus choroideus legen eine derartige Annahme nahe. Die starke Fa¨rbung
ko¨nnte also durch die Bindung von SHBG an Membranrezeptoren und mo¨glicherweise auch
die Internalisierung von SHBG in die Zelle hervorgerufen worden sein.
5.7 Nucleus periventricularis
Im Nucleus periventricularis konnten in den zu dieser Arbeit zugrunde liegenden Unter-
suchungen keine SHBG-positiven Zellen nachgewiesen werden. Dies steht im Gegensatz zu
Untersuchungen an der Ratte, bei denen im PEV ABP positive magnozellula¨re Neurone
gezeigt werden konnten (Jirikowski et al. 2005).
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5.8 Nucleus suprachiasmaticus
Im SCN fanden sich wenige SHBG-positive Neurone. Im SCN wird der circadiane Rhyth-
mus koordiniert (Moore und Eichler 1972, Stephan und Zucker 1972). Die Neurone dieser
Kernregion scheinen neurosekretorische Zellen fu¨r Vasopressin und vasoaktives intestinales
Polypeptid (VIP) zu sein. Nach Egli wird der circadiane Rhythmus und die Freisetzung von
Oxytocin und Prolactin aus dem Hypophysenvorderlappen vermutlich u¨ber die Hormone
des SCN reguliert (Egli et al. 2004). Das nachgewiesene SHBG hat mo¨glicherweise auch auf
diesen einen Einfluss.
5.9 Nucleus supraopticus und Nucleus paraventricularis
Im SON und im PVN konnten SHBG-positive magno- und parvozellula¨re Neurone nachge-
wiesen werden. Es ist bekannt, dass in diesen beiden Kernregionen Vasopressin synthetisiert
wird (Panayotacopoulou et al. 2005) und per axonalem Transport in den Hypophysenhinter-
lappen gelangt. Da sich in den Pra¨paraten auch Varikosita¨ten im Infundibulum und in der
Eminentia mediana anfa¨rben ließen, kann man davon ausgehen, dass auch SHBG in diesen
Kernregionen synthetisiert wird und in Axonen in den HHL gelangt.
5.10 Fornix und perifornikale Region
Im Fornix wurden SHBG-positive Fasern gefunden und in der perifornikalen Region konnten
reichlich SHBG-positive hauptsa¨chlich magnozellula¨re Neurone nachgewiesen werden. Diese
Entdeckung war u¨berraschend, da der Fornix nicht zu den hypothalamischen Kerngebie-
ten geho¨rt, sondern vielmehr zum limbischen System. Da dieses System in Lernprozessen
(Brasted et al. 2005) und emotionalen Empfindungen eine Rolle spielt (Antoniadis und Mc-
Donald 2006), kann man vermuten, dass SHBG auch als Neurotransmitter fungiert und
mo¨glicherweise Einfluss auf Emotionen und Instinkte haben ko¨nnte.
5.11 Bed Nucleus der Stria terminalis
Besonders viele SHBG-positive Neurone fanden sich im bNST. Die magnozellula¨ren gra-
nulierten Zellen befanden sich dicht beieinander in Gruppen. Dieser Bereich beeinflusst
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das sozioale Verhalten. Individuen mit ausgepra¨gt sozialem Verhalten exprimieren vermehrt
O¨strogenrezeptor alpha (Cushing und Wynne-Edwards 2006), so dass anzunehmen ist, dass
O¨strogene einen Einfluss auf das soziale Verhalten haben. Da auch in diesem Bereich SHBG-
positive Zellen angefa¨rbt werden konnten, hat dieses mo¨glicherweise einen a¨hnlichen Einfluss
oder ist an der Modifikation des Verhaltens beteiligt.
5.12 Nucleus arcuatus
Im ARC fanden sich reichlich SHBG-positive parvozellula¨re Neurone. Der ARC reguliert die
Sekretion der Hormone des Hypophysenhinterlappens. Er besitzt neurosekretorische Zellen,
die Neuropeptid Y produzieren und sezernieren und mit diesem Einfluss auf die Nahrungs-
aufnahme haben (Dong et al. 2006, Fetissov et al. 2005). Da sich auch hier in Zellen SHBG
nachweisen ließ, ist es mo¨glich, dass SHBG auch hier synthetisiert wird, eine neurotransmit-
torische Funktion besitzt und Einfluss auf die Sekretion der Hormone des HHL nimmt.
5.13 Nachweis des Proteins SHBG mittels Western Blot
Der Western Blot wurde in diesen Untersuchungen genutzt, um Proteine, an die der zur
Fa¨rbung genutzte Antiko¨rper bindet, auf ihre Eigenschaften zu untersuchen. Es wurden die
untersuchten Gewebe affinita¨tsgereinigt, und die an die Antiko¨rper gebundenen Proteine
dem Blot zugefu¨hrt. Bei den Geweben handelte es sich einerseits um Plasma und Liquor,
Ko¨rperflu¨ssigkeiten, in denen SHBG bereits nachgewiesen wurde (Fassler et al. 1985), an-
dererseits um Hypothalamus und Plexus choroideus. Weiterhin wurde auch der Antiko¨rper
im Blot untersucht, um zu zeigen, dass es sich bei den affinita¨tsgereinigten Proteinen nicht
um den Antiko¨rper handelt. Die Ergebnisse zeigten in den Spuren der Gewebe Banden im
Gro¨ßenbereich von 50 kDa. Die Banden des Hypothalamus, Liquor, Plasmas und Plexus-
gewebes befanden sich in exakt gleicher Ho¨he. Die Bande fu¨r Plasma war jedoch auch auf
den Bereich von 54 kDa ausgedehnt. Der Nachweis eines SHBG Proteins im Plasma mit
einem gro¨ßeren Gewicht, als das in anderen Geweben nachgewiesene, la¨sst vermuten, dass es
sich bei dem im Hypothalamus gefundenen Protein um SHBG handelt, dies jedoch anderen
Ursprungs sein muss als das SHBG im Plasma. Diese u¨berraschende Entdeckung unterstu¨tzt
die bereits existierenden Theorien, dass SHBG im Gehirn, wahrscheinlich in Neuronen des
Hypothalamus produziert wird (Gao et al. 2003).
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5.14 Nachweis des Proteins SHBG mittels SELDI-TOF MS
Der SELDI-TOF Massenspektrometrie wurden affinita¨tsgereinigte Proteine auf H4 Chips
zugefu¨hrt und mittels Protein Chip Reader ausgewertet. Die Ergebnisse unterstu¨tzen die
Aussagen des Western Blot. Es wurden die SHBG Moleku¨le von Plexus choroideus, Hypo-
thalamus, Liquor und Plasma untersucht. Die Gro¨ße des Moleku¨ls in Plexus, Hypothalamus
und Liquor fand sich bei 49,6 kDa. Die Gro¨ße des im Plasma identifizierten Moleku¨ls war je-
doch bei 53,9 kDa zu finden. Die beiden Kontrollen beinhalten zum einen den zur Reinigung
der Proteine genutzten Antiko¨rper, zum anderen Hypothalamusgewebe von einer mit unspe-
zifischen Antiko¨rpern gereinigten Probe. Die Kontrolle des Antiko¨rpers und die unspezifisch
gereinigte Kontrolle zeigt keinen dieser Peaks. Dieses Ergebnis zeigt, dass es sich bei dem
SHBG im menschlichen Gehirn um ein anderes Moleku¨l handeln muss, als das in anderen
Ko¨rpergeweben, speziell im Plasma, vorkommende. Mit diesen Untersuchungen la¨sst sich die
Annahme unterstu¨tzen, dass es Syntheseorte fu¨r SHBG im menschlichen Gehirn gibt. Diese
ko¨nnten sich im Bereich des Hypothalamus befinden. Bei der Ratte wurde mittels in-situ
Hybridisierung die mRNA fu¨r SHBG im Hypothalamus bereits nachgewiesen, und damit
bewiesen, dass SHBG im Hypothalamus der Ratte gebildet wird (Gao et al. 2003).
45
6 SCHLUSSFOLGERUNGEN
6 Schlussfolgerungen
SHBG wird wahrscheinlich im Hypothalamus des Menschen produziert, a¨hnlich wie das bei
der Ratte nachgewiesen werden konnte (Herbert et al. 2003). Der Nachweis von SHBG-
kodierender mRNA ist naturgema¨ß am menschlichen Hirngewebe mit einer entsprechend
langen post-mortem Zeit schwierig.
Die vorliegenden Befunde zeigen, dass hypothalamisches SHBG ein anderes Molekularge-
wicht als Plasma-SHBG hat. In wie weit sich die beiden Proteine unterscheiden, ob sie zum
Beispiel von unterschiedlichen Genen kodiert oder nur unterschiedlich gespleisst werden, ist
das Thema laufender Untersuchungen.
Die intrinsische Produktion von SHBG im Hypothalamus ko¨nnte eine weitreichende funktio-
nelle Bedeutung haben: Magnozellula¨re Neurone in den klassischen Kerngebieten der Ratte
koexprimieren SHBG mit den Hinterlappenhormonen Vasopressin und Oxytocin (Herbert
et al. 2005b, Anderson de la Llana 2003). Die Lokalisation in Axonen des hypothalamo-
neurohypophysa¨ren Systems legt nahe, dass SHBG zusammen mit Releasingfaktoren wirken
ko¨nnte. Im hypothalamoneurohypophysa¨ren System ko¨nnte SHBG als Neurohormon wir-
ken. Bisherige funktionelle Untersuchungen untermauern diese Hypothesen (Caldwell et al.
2002). Im Liquor nachgewiesenes SHBG ko¨nnte aus ventrikelnahen neuroendokrinen Zel-
len oder dem Plexusepithel stammen. Sicherlich kommt SHBG im Liquor eine Bedeutung
als Steroid-Puffer, a¨hnlich wie im Plasma zu. Steroide spielen bei der Kontrolle zentraler
Abla¨ufe, Verhalten und Befinden, insbesondere aber bei der neuronalen Entwicklung eine
entscheidende Rolle.
”
Neurosteroide“ stehen seit einigen Jahren im Blickpunkt des wissenschaftlichen Interesses.
Die weitverzweigten SHBG-positiven Projektionen in Teilen des limbischen Systems legen
eine Funktion als zentrale neuroaktive Substanz, mo¨glicherweise als Transmitter nahe. Ver-
haltensbiologische Untersuchungen zeigen dass SHBG an der Steuerung von Sexual- und
Brutpflegeverhalten bei der Ratte beteiligt ist (Caldwell et al. 2000).
Auch Gliazellen, wie das Ependym oder das Plexusepithel, scheinen SHBG zu enthalten. Ob
sie selbst zur SHBG Expression befa¨higt sind oder SHBG aus dem Liquor aufnehmen ist
im Moment unklar. Mo¨glicherweise spielt SHBG bei der Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-
Schranke eine Rolle.
Die vielfa¨ltigen Lokalisationen von SHBG und das weitla¨ufige Netz von Projektionen legt
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mehrere unterschiedliche Funktionen nahe, so, wie das auch fu¨r andere Neurohormone be-
schrieben wurde. Neben dem neurohypophysa¨ren Hormon ist auch eine Rolle als hypophyseo-
troper Faktor, als Liquorprotein und als Neurotransmitter denkbar. Weitere Untersuchungen
mu¨ssen zeigen in wie weit SHBG in der klinischen Neuropharmakologie Bedeutung haben
ko¨nnte.
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